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° 9 - H 1998 

Mannanase de cafe 

La presente invention se rapporte a l'utilisation de fragments d'ADN de 
cafe codant pour au moins une enzyme impliquee dans l'hydrolyse des 
5 polysaccharides constitues an moins de molecules de mannanes simples ou 
ramifiees et liees entre elles par une liaison P (l->4). 

ETAT DE LA TECHNIQUE: 

10 Les polysaccharides qui contiennent du mannose sont frequemment 

presents dans les parois cellulaires des vegetaux superieurs en particulier chez les 
legumineuses et sont consideres comme une reserve de carbohydrates dans les 
graines. 

15 Dans plusieurs plantes, il a ete montre que 1'activite endo-p -mannanase est 

principal em ent detectee dans Tendosperme des graines en cours de germination 
(Bewley, Trends Plant. Sci 2: 464-469, 1997). 

Dans le grain de cafe, on trouve notamment des galactomannanes. Ces 
20 dernieres representent environ 24% du poids sec du grain (Bradbury and Halliday, 
J. Agric Food Chem 38: 389-392, 1990). Ces polysaccharides sont formes d'une 
chaine lineaire de residus mannosyl qui sont lies entre eux par des liaisons de type 
p-l->4 et sur laquelle sont fixes des monomeres de residus a-galactosyl. II est 
egalement connu que Fenzyme appelee endo-p-mannanase (E.C 3.2.1.78) est une 
25 hydrolase qui degrade les polymeres de (l->4)- p -mannanes, ainsi facilitant la 
sortie de la radicelle pendant la germination et liberant des petits oligosaccharides 
qui sont utilises ensuite comme source d'energie pour la croissance de la jeune 
pi ante. 

30 Dans les precedes industriels, lors du traitement du cafe, les molecules de 

mannanes et leurs derives constituent une partie importante des sediments 
insolubles. De plus, la fraction de ces molecules qui entre en solution lors de la 
premiere extraction (environ 50 %) est aussi tres faiblement soluble, et est done 
responsible pour la majorite des precipitations secondaire se manifestant pendant 

35 les etapes suivantes. Ainsi dans le brevet EP 0676145A1 il a ete demontre qu'il est 
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possible d'hydrolyser les galactomannanes de cafe en utilisant une mannanase 
immobilisee extraite & y Aspergillus niger. 

Ainsi a ce jour, aucun gene ou groupe de genes codant pour au moins une 
5 enzyme issue du cafe impliquee dans Thydrolyse des polysaccharides constitutes 
au moins de molecules de mannanes simples ou ramifiees et liees entre elles par 
une liaison P (l->4) n'a ete identifie et/ou sequence. 

Ainsi il serait interessant d'isoler de telles enzymes issues de la graine cafe. 

10 

RESUME DE LTNVENTION: 

L'invention se destine done a fournir de nouveaux moyens pour controler, 
modifier et/ou restaurer l'hydrolyse des polysaccharides de cafe constitues au 
15 moins de molecules de mannanes simples ou ramifiees et liees entre elles par une 
liaison p (l->4). 

A cet effet la presente invention concerne tout fragment d'ADN issu du 
cafe codant pour au moins une enzyme impliquee dans l'hydrolyse de tels 
20 polysaccharides. 

La presente invention concerne egalement l'utilisation de tout ou partie de 
tels fragments d'ADN comme amorce pour faire une PCR ou comme sonde pour 
detecter in vitro ou modifier in vivo au moins un gene de cafe codant pour au 
25 moins une endo-P-mannanase. 

La presente invention concerne egalement toute proteine issue de la graine 
de cafe codee par un gene de cafe et impliquee dans l'hydrolyse des 
polysaccharides constitues au moins de molecules de mannanes simples ou 
30 ramifiees et liees entre elles par une liaison p (l->4) et ayant la sequence en acides 
aminee SEQ ID NO:2 ou toute sequence en acides amines homologue a cette 
derniere. 

Un autre objet de ^invention concerne tout microorganisme et de toute 
35 cellule vegetale comprenant, integre dans son genome ou par le moyen d'un 
plasmide replicable, un fragment d'ADN selon la presente invention. 
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Enfm Tinvention concerne une composition alimentaire, cosmetique ou 
pharmaceutique comprenant un fragment d'ADN ou une proteine selon Tinvention. 

DESCRIPTION PES FIGURES: 

La figure 1 represente le plasmide pMANl de 3,58 kb. 

La figure 2 represente le plasmide pMAN2 de 2,98 kb. 

La figure 3 represente le plasmide pMAN3 de 3,78 kb. 

La figure 4 represente le plasmide pMAN4 de 4,56 kb. 

is DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTIQN: 

Au sens de la presente invention, on entend par "sequence homologue" 
toute sequence nucleique ou d'acides amines ay ant une fonction identique, ne 
differant des sequences selon Tinvention que par la substitution, la deletion ou 
20 Taddition d T un petit nombre de bases nucleiques ou d'acides amines, par exemple 
1 a 500 paires de bases (pb) ou 1 a 150 acides amines. 

Dans ce cadre, on considerera en particulier comme homologues deux 
sequences d'ADN qui, du fait de la degenerescence du code genetique, codent 
25 pour un meme polypeptide. De meme, on considerera comme homologues deux 
proteines fonctionnelles qui sont reconnues par un meme anticorps, le rapport des 
valeurs d'intensite de reconnaissance des deux proteines par V anticorps 
n'excedant pas 100, par exemple. 

30 On considerera aussi comme sequence homologue, celle qui presente plus 

de 70% d'homologie avec les sequences selon Tinvention, en particulier plus de 
80% ou 90%. Dans ce dernier cas, Thomologie est determinee par le rapport entre 
le nombre de bases ou d'acides amines d'une sequence homologue qui sont 
identiques a celles d'une sequence selon Tinvention, et le nombre total de bases ou 

35 d'acides amines de ladite sequence selon Tinvention. 
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Au sens de la presente invention, on entend par "fragment qui s'hybride" 
tout fragment capable de s'hybrider aux fragments selon l'invention par la methode 
de Southern-Blot (Sambrook et al, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, U.S.A., 1989, chapitres 9.31 a 9.58). De 
5 preference, l'hybridation est conduite dans des conditions stringentes de maniere a 
eviter des hybridations aspecifiques ou peu stables. 

Enfin, le terme "fragment' 1 ou "fragment d'ADN" doit etre compris comme 
un ADN double brin d'origine chromosomique, qui peut etre synthetise, reproduit 
10 in-vitro par exemple par la methode connue appelee "Polymerase Chain 
Reaction", ou reproduit in-vivo dans une bacterie du type Escherchia coli, par 
exemple. 

Dans la suite de la description, les sequences SEQ ID NO: font reference 
15 aux sequences presentees dans la liste des sequences ci-apres. Les 
oligonucleotides de synthese SEQ ID NO: 3 a SEQ ID NO: 7, mentionnes dans la 
description et presentes dans la liste des sequences ci-apres, sont fournis par 
Eurogentec (Pare Scientifique du Sart Tilman-4102 Seraing- Belgium). 

20 On a pu caracteriser une sequence d f ADN de 1613 pb issue du cafe. Aussi 

la presente invention concerne tout fragment d'ADN issu du cafe codant pour au 
moins une enzyme impliquee dans l'hydrolyse de polysaccharides constitues au 
moins de molecules de mannanes pures ou ramifiees liees entre elles par une 
liaison (3 (l->4). 

25 

De preference, le fragment dAJDN issu du cafe selon l'invention code pour 
au moins une endo-|3-mannanase. 

On a pu montrer que tout ou partie de la sequence SEQ ID NO:l permet, 
30 suite a une transformation, d'hydrolyser des polysaccharides constitues au moins 
de molecules de mannanes pures ou ramifiees liees entre elles par une liaison P (1- 
>4) dans une cellule hote, comme une cellule de plante ou un micro-organisme. 

Vu Tinteret de la presente invention, Tinvention concerne tout fragment 
35 d'ADN ayant la sequence nucleique SEQ ID NO:l ou tout fragment d'ADN 
homologue ou s'hybridant a cette sequence nucleique. De preference, 1'invention 
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concerne le fragment d'ADN delimite par les nucleotides 1 1 a 1292 de la sequence 
nucleique SEQ ID NO:l. 

Ainsi, Tinvention concerne aussi les nouvelles enzymes codees par les 
genes de la sequence SEQ ID NO:l, notamment les sequences qui leur sont 
s homologues. On peut ainsi envisager de les utiliser pour modifier ou degrader in- 
vitro de tels polysaccharides, par exemple. Pour cela, il est preferable de purifier 
au moins une de ces enzymes, en surexprimant classiquement leur gene dans une 
bacterie et en les isolant classiquement, par precipitation et/ou chromatographic du 
milieu de culture, par exemple. 

10 

L'invention concerne egalement Tutilisation de tout ou partie de fragments 
d'ADN. On peut notamment utiliser tout ou partie de fragments d'ADN selon 
Tinvention, d T au moins 10 pb, comme amorce pour faire une PCR ou comme 
sonde pour detecter in vitro ou modifier in vivo au moins un gene de cafe codant 
15 pour au moins une endo-p-mannanase. 

Par ailleurs, la presente invention a pour objet une proteine issue de la 
graine de cafe codee par un gene de cafe et impliquee dans l'hydrolyse de 
polysaccharides constitues au moins de molecules de mannanes pures ou ramifies 
20 lies entre elles par une liaison p (l->4) et ayant la sequence en acides aminee SEQ 
ID NO:2 ou toute sequence en acides amines homologue a cette derniere. 

Un autre objet de la presente invention concerne un procede d'hydrolyse de 
polysaccharides constitues au moins de molecules de mannanes pures ou ramifiees 

25 liees entre elles par une liaison p (l->4), dans lequel (1) on clone dans un vecteur 
un fragment d'ADN codant pour Tenzymes selon l'invention, ledit vecteur 
comprenant en outre une sequence permettant la replication autonome ou 
T integration dans une cellule hote, (2) on transforme une cellule hote par ledit 
vecteur, (3) puis on cultive la cellule hote transformee dans des conditions 

30 appropriees pour l'hydrolyse de tels polysaccharides. 

La presente invention ouvre done la possibility d'utiliser des fragments 
d'ADN selon l'invention pour modifier la production de polysaccharides constitues 
au moins de molecules de mannanes pures ou ramifiees liees entre elles par une 
35 liaison P (l->4) dans un cellule hote, notamment une cellule de grain de cafe. On 
peut ainsi envisager d'exprimer ou de surexprimer dans une cellule de grain de 
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cafe Fexpression des ADN selon l'invention, pour produire de tels polysaccharides 
destines a modifier l'arome et la structure des grains de cafe, par exemple. 

La presente invention permet aussi d'avoir des moyens nouveaux pour 
5 identifier des genes de cafe impliques dans l'hydrolyse de polysaccharides 
constitues au moins de molecules de mannanes pures ou ramifiees liees entre elles 
par une liaison |3 ( l->4) . 

Enfin, la presente invention fournie aussi de nouvelles enzymes impliquees 
10 dans l'hydrolyse de tels polysaccharides. Ces enzymes peuvent etre ainsi 
avantageusement utilisees pour hydrolyser ou modifier in-vitro de tels 
polysaccharides. 

La presente invention concerne egalement une cellule vegetale comprenant, 
15 integre dans son genome ou par le moyen d'un vecteur recombinant, un fragment 
d ! ADN codant pour au moins une enzyme impliquee dans l'hydrolyse de 
polysaccharides constitues au moins de molecules de mannanes pures ou ramifies 
lies entre elles par une liaison (3 (l->4). 

De preference, cette cellule vegetale comprend un fragment d'ADN ayant la 
20 sequence nucleotidique SEQ ID NO:l ou un fragment d'ADN ayant une sequence 

nucleique homologue ou qui s'hybride a la sequence nuclei que SEQ ID NO:l ou 

un fragment d r ADN comprenant au moins les nucleotides 11 a 1292 de la 

sequence nucleique SEQ ID NO: 1 . 

De preference, cette cellule vegetale est une cellule de cafe. On peut 
25 notamment choisir comme cellules de cafe des cellules issues de plante de coffea 

canephora var robusta, coffea arabica ou toute autre espece du genre coffea. 

La presente invention conceme egalement toute plante ou toute graine 
constituees de cellules vegetales comprenant, integre dans son genome ou par le 
30 moyen d'un vecteur recombinant, un fragment d'ADN codant pour au moins une 
enzyme impliquee dans l'hydrolyse de polysaccharides constitues au moins de 
molecules de mannanes pures ou ramifies lies entre elles par une liaison P (l->4). 

Tout micro-organisme comprenant, integre dans son genome ou par le 
35 moyen d'un plasmide replicable, un fragment d'ADN selon l'invention, de maniere 
a ce qu'il exprime au moins une enzyme impliquee dans l'hydrolyse de 
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polysaccharides constitues au moins de molecules de mannanes pures ou ramifies 
lies entre elles par une liaison (3 (l->4), est egalement un objet de la presente 
invention. 

5 Un autre objet de l'invention concerne toute composition alimentaire, 

cosmetique ou pharmaceutique comprenant un fragment d'ADN selon l'invention 
ou une proteine selon l'invention. 

Enfin, la presente invention concerne un procede de traitement de grains de 
10 cafe, dans lequel on utilise toute ou partie de la proteine selon l'invention. On peut 
notamment utiliser toute ou partie de la proteine selon l'invention pour augmenter 
le pourcentage de matiere seche extraite, lors du traitement de grains de cafe. En 
utilisant toute ou partie de la proteine selon l'invention, on peut ainsi augmenter le 
rendement d'extraction tout en diminuant la quantite de sediments. 
15 Apres surexpression du fragment d'ADN selon l'invention dans un micro- 

organisme, dans un champignon ou dans une cellule vegetale indifferenciee, on 
peut traiter les sediments avec Tenzyme plus ou moins puriftee, de maniere ainsi a 
augmenter les rendements d* extraction. 

Apres surexpression du fragment d'ADN selon l'invention dans un micro- 
20 organisme, dans un champignon ou dans une cellule vegetale indifferenciee, on 
peut egalement traiter la liqueur du cafe, de maniere a diminuer la sedimentation 
du aux mannanes qui gelifient. 

La presente invention est decrite plus en detail ci-apres a Taide du 
25 complement de description qui va suivre, qui se refere a des exemples d'obtention 
de fragments d'ADN, de plasmides recombinants et de bacteries transformees 
selon Tinvention. II va de soi, toutefois, que ces exemples sont donnes a titre 
d f illustration de l'objet de Tinvention dont ils ne constituent en aucune maniere une 
limitation. La manipulation de l'ADN, le clonage et la transformation de cellules 
30 bacteriennes sont, en l'absence de precisions contraires, effectues selon les 
protocoles decrits dans Touvrage de Sambrook et al. cite plus haut. Les 
pourcentages sont donnes en poids, sauf indication contraire. 

Test lzlsolement de l'ADNc de l'endo-P-mannanase de cafe 

35 
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1- Isolement des ARN totaux et des ARN messagers poly A+ a partir du g rain de 
cafe en germination 

Les graines de cafe (Cqffea arabica var.2308) sont recoltees au stade 
5 mature, depulpees immediatement et sechees pendant trois jours a la temperature 
ambiante. Ces grains sont ensuite deparches, seches puis sterilises pour etre mis en 
germination en culture in-vitro. Pour ce faire, ils sont places 1 heure dans du 
Rovral (0.12 % v/v), rin?es a l'eau sterile, places 1 heure dans une solution 
d' hypochlorite de calcium (6 % p/v) a laquelle on ajoute quelques gouttes 
io d'emulsifiant Teepol, puis sont rinces par 4 passages a l'eau sterile avant d'etre 
mis en culture dans des tubes a essai sur un milieu agar-eau. La germination se 
deroule a 25°C en presence de lumiere. Le moment ou les grains sont mis sur le lit 
d'agar est considere comme jour apres imbibition zero (JAI = 0). 

15 On extrait les ARN totaux de grains apres 22 jours de mise en germination 

(JAI 22). 

Pour ce faire, on broie rapidement le grain dans de 1' azote liquide et la 
poudre obtenue est resuspendue dans 8 ml de tampon a pH 8 contenant du Tris 

20 HC1 100 mM, 0,1% p/v de SDS et 0,5% v/v de (3-mercaptoethanol, on 
l'homogeneise avec un volume de phenol sature en Tris HC1 100 mM pH 8, puis 
on centrifuge a 12000 g pendant 10 min. a 4°C, de maniere a extraire la phase 
aqueuse que Ton centrifuge (i) une fois avec un volume equivalent de phenol, (ii) 
deux fois avec un volume equivalent de phenol rchloroforme (1:1) et (iii) deux fois 

25 avec un volume equivalent de chloro forme. 

On precipite alors les acides nucleiques totaux pendant 1 h a -20°C en 
ajoutant a la phase aqueuse 1/10 de volume d'acetate de sodium 3 M, pH 5,2 et 2,5 
volumes d'ethanol. 

30 

Puis on centrifuge le tout a 12000 g pendant 30 min. a 4°C et Ton reprend 
le culot dans 10 ml d'H 2 0, avant de precipiter a nouveau les acides nucleiques en 
presence de LiCl (2 M final) et d'ethanol (2,5 volumes). 

35 Apres centrifugation, on reprend le culot d'ARN totaux dans 1 ml d'H 2 0 et 

on le digere pendant lh a 37°C a la DNAse RQ1 (Promega Corporation, 2800 
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Woods Hollow Road, Madison, Wisconsin 53711 USA), afm d'eliminer toute 
trace d'ADN, puis, on deproteinise les ARN totaux par un traitement au phenol et 
au chloroforme, avant de les precipiter en presence d'acetate de sodium comme 
decrit ci-dessus. 

5 

On reprend alors les ARN totaux dans 500 jllI d'H 2 0 et on les quantifie par 
dosage spectrophotometrique a 260 nm. Leur qualite est analysee par 
electrophorese en gel d'agarose en presence de formaldehyde. 

10 Pour ce faire, on purifie ensuite les ARN messagers poly A+ (ARNm) a 

partir de 500 jig d'ARN totaux en utilisant le systeme de purification Oligotex-dT 
(Qiagen INC., 9600 De Soto Avenue, Chatsworth, California, 91311 USA), puis 
on evalue la quantite des ARNm a l'aide du kit DNA Dipstick (InVitrogen BV, De 
Schelp 12, 9351 NV Leek, Netherlands). 

15 

2. Construction et criblage de la banque d'ADNc 

On realise la synthese d'ADNc, necessaire a la construction des banques, 
20 selon les recommandations fournies dans le kit "Riboclone cDNA synthesis 
system M-MLV (H-)" (Promega, USA), hormis Fetape de ligature des adaptateurs 
EcoRI. Ceci permet de doner ces ADNc directement dans le vecteur pCR-Script 
SK(+) (Stratagene, 11011 North Torrey Pines Road, La Jolla, California 92037, 
USA). L'efficacite de cette reaction de synthese d'ADNc est suivie par Taddition 
25 d'alpha-( 32 P)-dCTP lors de la synthese des deux brins d'ADN. 

Apres migration sur gel d'agarose alcalin (Sambrook et al, 1989), on 
estime la taille des ADNc neosynthetises comme variant de 0,2 a plus de 4,3 kb. 
Les quantifications, a l'aide du kit DNA Dipstick (InVitrogen BV, De Schelp 12, 
30 9351 NV Leek, Netherlands), montrent qu'environ 100 ng d'ADNc sont 
synthetases a partir de 1 |ig d'ARNm. 

Les ADNc ligatures dans le vecteur pCR-Script SK(+) (Stratagene, USA) 
ont ete utilises pour transformer la souche tME.coli XL2-Blue MRF' (Stratagene, 
35 USA). On selectionne les bacteries qui contiennent des vecteurs recombinants sur 
boites de milieu LB (Luria-Bertani) contenant 20 jug ml" 1 d'ampicilline, 80 ^ig ml" 1 
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de methicilline et en presence d'IPTG et de X-Gal (Sambrook et al, 1989). On les 
cultive alors sur boites de petri, pour obtenir environ 300 clones par boite. On 
transfere ces clones sur filtre Nylon et on les traite ensuite selon les 
recommandations foumies par Boehringer Mannheim (Boehringer Mannheim 
s GmbH, Biochemica, Postfach 310120, Mannheim 31, DE). On extrait egalement 
les plasmides de cette banque d'ADNc a partir d'une culture de nuit de ces 
transformants, en presence de 25 ml milieu LB contenant 50 ug ml" 1 d'ampicilline, 
et en utilisant le kit "QiaFilter Plasmid MidiKit" (Qiagen INC., USA). 

10 3. Isolement de 1'ADN c codant pour 1'enrlo-p- inannanase He r.^fe 

Dans une experience preliminaire, on realise la synthese du premier brin 
d'ADNc selon les recommandations fournies dans le kit "Riboclone cDNA 
synthesis system M-MLV (H-)" (Promega, USA). L'efficacite de cette reaction est 

is suivie par I'addition d'alpha-( 32 P)-dCTP lors de la synthese d'ADNc. 

On effectue ensuite la synthese du deuxieme brin de l'ADNc en effectuant 
une reaction de RT (Reverse Transcription)-PCR (US Patent 4,683,195 et US 
Patent 4,683,202) en utilisant l'oligonucleotide de synthese MAN2, ayant la 
sequence nucleique SEQ ID NO:3, et l'oligonucleotide de synthese DTI 5, ayant la 

20 sequence nucleique SEQ ID NO:4. L'oligonucleotide de synthese MAN2 
correspond a la sequence en acides amines localisee entre les acides amines 206 et 
212 de la sequence proteique de Lycopersicon esculentum (Bewley et al, Planta 
203 : 454-459, 1997) qui est egalement conservee au sein des sequences 
proteiques d'endo-P-mannanase de Trichoderma reesei (Stalbrand et al, GenBank 

25 Accession Number L25310, 1993) et d' Aspergillus aculeatus (Christgau et al, 
Biochem Mol Biol Internat 33 : 917-925, 1994) 

On realise la reaction de PCR en presence de 1 a 10 ng de premier brin 
d'ADNc, dans un volume final de 50 ul contenant 50 mM KC1, 10 raM Tris-HCl 
pH 8,8, 1,5 mM MgCl 2 , 0,1 mg ml" 1 gelatine, 0,2 mM de chaque dNTP, 0,25 uM 

30 de chaque oligonucleotide (MAN2 et DTI 5) et 3 unites d'ADN polymerase Taq 
(Stratagene, USA). On recouvre le melange reactionnel avec 50 ul d'huile 
minerale et on l'incube pendant 35 cycles (94° C-30 s, 45° C-30 s, 72° C-3 min.) 
suivi d'une extension finale a 72° C pendant 7 min. A Tissue de cette reaction, on 
obtient un produit majoritaire de PCR d'environ 600 pb qui a ete purifie sur gel 

35 d'electrophorese en utilisant le systeme d'extraction d'ADN « Gel Nebulizer - 
Micropure 0.22 urn » (Amicon INC., 72 Cherry Hill Drive, Beverly, 



Printed:20-03-2001 



10 



09-11 -'1998 



EP98203742.6 



DESC 



11 

Massachusetts 01915 USA). Ce fragment est traite avec FADN polymerase Pfu 
(Stratagene, USA) pour convertir ses extremites cohesives en extremites franches. 
Cette reaction s'effectue dans un volume final de 13 ^il contenant environ 200 ng 
de fragment d'ADN, 1 mM de dNTP,10 mM KC1, 6 mM (NH 4 ) 2 S04, 20 mM 
s Tris-HCl pH 8,0, 0,1% Triton X-100, 2 mM MgCl 2 , 10 ^g ml" 1 BSA et 2.5 unites 
d'ADN polymerase Pfu. On recouvre le melange reactionnel avec 20 jil d'huile et 
on l'incube a 72°c pendant 30 min. Le melange obtenu est dessale sur cartouche 
Microcon 50 (Amicon INC., USA) et ligature dans le vecteur pCR-Script SK(+). 

10 Pour cela, on ajoute 50 ng de fragment de PCR dans un melange de ligature 

qui comprend 10 mM KC1, 6 mM (NH 4 ) 2 S04, 20 mM Tris-HCl pH 8, 0,1% 
Triton X-100, 2 mM MgCl 2 , 10 fig/ml BSA, 10 ng du vecteur de clonage pCR- 
Script SK(+), 5 unites de V enzyme de restriction Sfrl, 4 unites de T4 ADN ligase 
et 5 mM de rATP. Cette reaction est incubee pendant 60 min. a 25° C puis est 

15 utilisee pour transformer la souche d'E.coli XL2-Blue MRF (Stratagene, USA). 
On selectionne les bacteries qui contiennent des vecteurs recombinants, sur boites 
de milieu LB, contenant 20 \ig ml" 1 d'ampicilline, 80 |u.g m -1 l de methicilline et en 
presence d'IPTG et de X-Gal (Sambrook et al, 1989). 

20 A Tissu de la transformation, on a isole un clone qui abrite le plasmide 

recombinant pMANl, decrit a la figure 1 ci-apres. Ce vecteur contient le fragment 
de PCR obtenu precedemment, qui est clone au site Sfrl du vecteur pCR-Script 
(SK+). Cet ADNc a ete sequence selon le protocole « T7 sequencing kit » 
(Pharmacia Biotech AB, Bjorkgatan 30, 75184 Uppsala, Suede), en presence 

25 d ! alpha-( 35 S)-dATP. L'analyse de sa sequence montre qu'il est localise entre les 
nucleotides 743 et 1369 de la sequence SEQ ID NO:l et est borde a ses 
extremites 5' et 3' par les sequences respectives homologues a Toligonucleotide 
MAN2. Par comparaison avec la sequence proteique de la mannanase de 
Trichoderma reesei et & Aspergillus aculeatus, on deduit que l'ADNc ainsi clone 

30 correspond a un ADNc partiel de l'endo-P-mannanase de cafe. 

Pour isoler PADNc pleine longueur de Tendo-p -mannanase de cafe, on a 
ensuite realise une hybridation sur colonies en testant 1800 transformants d'E.coli 
XL2-Blue MRP de la banque d'ADNc realisee a partir des grains de cafe en 
35 germination. 
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Les transformants sont transferes sur un filtre de Nylon Hybond N-r 
(Amersham International pic, Amersham place, Little Chalfont, Buckinghamshire 
HP7 9NA, UK) selon les recommandations du fournisseur et analyses par 
hybridation moleculaire avec la sonde MAN1 (50 ng). Cette sonde est obtenue 
5 apres digestion du vecteur pMANl par l'enzyme de restriction Smal. Elle a ete 
purifiee sur gel d'electrophorese et marquee par extension d'amorce au hasard 
avec 50 juCi d'alpha-( 32 P)-dCTP selon le protocole du kit Megaprime (Amersham, 
UK). Apres hybridation, lavage et autoradiographic des filtres, on detecte un clone 
positif qui abrite le vecteur recombinant pMAN2, decrit a la figure 2 ci-apres. Ce 
10 vecteur contient un fragment d'ADN d'environ 1000 pb qui a ete sequence sur les 
deux brins (Eurogentec Bel s.a- Pare Scientifique du Sart Tilman — 4102 Seraing- 
Belgium). II comprend en fait les 1022 dernieres paires de base de la sequence 
SEQ ID NO:l, mais ne constitue a nouveau qu'un ADNc partiel de l'endo-(3- 
mannanase de cafe. 

15 

Pour isoler Textremite 5' de l'ADNc de la mannanase de cafe, on a realise 
une reaction de PCR selon les conditions decrites precedemment, mais a 
Fexception des parametres suivants. On a utilise 20 ng de la banque d'ADN 
plasmidique (22 jours de germination), Foligonucleotide de synthese MAN60, 

20 correspondant a la sequence SEQ ID NO : 5 et les oligonucleotides universels 
ForM13 et RevM13 ? qui correspondent respectivement aux sequences SEQ ID 
NO: 6 et SEQ ID NO: 7. Ces amorces sont chacune localises a environ 100 pb de 
part et d' autre du site de clonage Sfrl du vecteur pCR-Script SK(+). L' amorce 
MAN60 est quant a elle localisee entre les nucleotides 803 et 819 de la sequence 

25 SEQ ID NO: 1. Apres cette reaction, on a obtenu un fragment d' amplification 
[MAN60/ ForM13] d'environ 900 pb qui a ete digere par l'enzyme de restriction 
Smalj afin d'eliminer les sequences du plasmide pCR-Script SK(+). Cet ADN 
digere a ete ligature dans le vecteur pCR-Script SK(+) pour donner le vecteur 
pMAN3 decrit a la figure 3 ci-apres. L'analyse de sa sequence revele qu'il 

30 correspond a l'extremite 5' de l'ADNc codant pour la mannanase de cafe et qu'il 
est localise entre les nucleotides 1 et 819 de la sequence SEQ ID NO: 1. 

Comme ces experiences ne nous ont pas permis d'isoler un ADNc pleine 
longueur codant pour la mannanase de cafe, nous avons decide de cribler a 
35 nouveau la banque d'ADN plasmidique (22 jours de germination), en utilisant 
cette fois le kit "ClonCapture cDNA Selection Kit" (Clontech Laboratories Inc., 
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1020 East Meadow Circle, Palo Alto California 94303-4230 USA). Dans ce cas, 
on utilise la sonde MAN3 que Ton obtient par une double digestion du plasmide 
pMAN3, avec les enzymes de restriction BamHl et SacL On effectue la 
biotinylation de cette sonde selon le protocole defini par Clontech (USA) et on 
5 l'utilise pour enrichir la banque d'ADNc en plasmide contenant tout ou partie des 
sequences de TADNc codant pour la mannanase de cafe. Cette banque enrichie a 
ete amplifiee dans E.coli, puis a ete criblee en utilisant la sonde d'ADNc MAN3 
decrite precedemment qui a ete marque par extension d'amorce au hasard selon le 
protocole du kit Megaprime (Amersham, UK). 

10 A l'issu de ce crible, on a selectionne notamment un clone positif qui 

contient un ADNc d' environ 1600 pb clone dans le vecteur pCR Script SK(+). Ce 
plasmide recombinant est nomme pMAN4 ? decrit a la figure 4 ci-apres., et 
l'ADNc qu'il abrite a ete sequence. Son analyse dans la banque de donnee 
Genbank (release 106.0) (Genetics Computer Group Inc., University Research 

is Park, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin 53711 USA) a montre qu'il 
correspond a la totalite de la sequence SEQ ID NO: 1. 

4. Analyse de FADNc pleine longueur codant pour Tendo-p-mannanase de cafe 

20 L'analyse de la sequence nucleique montre que cet ADNc pleine longueur 

contient a son extremite 5' une courte sequence transcrite non traduite de 10 pb et 
une tres longue sequence (36 pb) correspondant a la queue de polyA dans 
Textremite 3' transcrite non traduite de 280 pb. Au sein de cette derniere 
sequence, on observe V absence de motifs de AATAAA supposes intervenir dans 

25 les mecanismes de polyadenylation mais on constate en revanche la presence de 
plusieurs motifs nucleiques riches en GT (position) qui pourraient jouer ce role 
(Mogen et aL, Plant Cell 2: 1261-1272, 1 190) 

On constate egalement la presence de deux sequences repetees inversees, 
30 tres conservees entre elles ainsi que V existence de deux grandes sequences 
repetees directes de 34 pb, en position 1383-1417 et 1440-1474, qui contiennent 
plusieurs des repetions du motif nucleique AGT(C/A)A(T/A)(G/A). Les fonctions 
precises de ses sequences sont inconnues mais Ton peut supposer qu'elles 
interviennent dans des mecanismes de stabilite des ARNm ou d'efficacite de la 
35 traduction par exemple (Gallie, Plant Mol Biol, 32: 145-158, 1996). 
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La sequence SEQ ID NO: 1 contient une phase ouverte de lecture de 428 
codons, qui commence par le codon ATG en position 11 et se termine par un 
codon TGA en position 1292. La proteine deduite de cet ADNc a un poids 
moleculaire approximatif de 48349 Da et possede un segment proteique tres 
5 hydrophobe qui correspond au 30 premiers acides amines de la sequence SEQ ID 
NO: 1. Cette sequence proteique pourrait correspondre a une sequence de type 
peptide signal. Dans ce cas, on s y attend a ce que le poids moleculaire de la 
proteine soit inferieur ou egal a 45000 Da sous sa forme maturee. 

10 On note aussi F existence de plusieurs sites potentiels de glycosylation (Asn 

/ X / Ser ou Thr). Les deux premiers sont localises dans le peptide signal potentiel, 
en position 8 et 1 1 de la sequence SEQ ID N02, et sont done supposes etre 
absents dans la forme mature de la mannanase. Les deux autres sont localises en 
position C-terminale, en position 389 et 412 de la sequence SEQ ID NO: 2. L'un 

15 de ces deux sites potentiels doit necessairement etre glycosyle puisque la 
mannanase de cafe est effectivement retenue par filtration sur colonne d'affinite a 
la concanavaline A. 

Test 2: Mesure du pic cTactivite de I'endo-p-mannanase durant la 
20 germination 

Des grains de la variete C.arabica Caturra sont recoltes au stade mature et 
traites comme defini precedemment lors de Fisolement des ARN. 

Les lots de grains sont recoltes a differents stades de germination (JAI 7, 14 

25 ...) puis sont broyes dans l'azote liquide. Ensuite la poudre est homogeneisee a 
raison de lg pour 5 ml dans un tampon d'extraction (phosphate-citrate 200/100 
mM pH 5, metabisulfite Na 2 S 2 0 5 10 mM, EDTA 5 mM, inhibiteur de protease 
'Complete' (cat. n° 1836 145, Boehringer Mannheim, Mannheim, Allemagne) 1 
comprime/50 ml) pendant 20 min. a 4°C. L'homogenat est ensuite centrifuge a 

30 12000 g pendant 20 min. a 4°C, et le surnageant repris et centrifuge une deuxieme 
fois. Le surnageant, soit Textrait enzymatique brut ? est ensuite aliquote et place a 
-80°C. 

L'activite de Tendo-P-mannanase est dosee selon la methode suivante. Un 
extrait de 400 ul est ajoute a un tampon de reaction, de Tacide acetique-acetate de 
35 sodium (200 mM pH 5, NaCl 100 mM) (1,6 ml) contenant du substrat insoluble 
(AZCL-Galactomannane, Megazyme, Co.Wicklow, Ireland) en quantite finale de 
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1 % p/v. La reaction debute par Fajout de l'extrait, et se deroule a 37°C sous 
agitation. Pour calculer la pente initiale de la reaction, un aliquote de 400 jal de 
milieu est preleve toute les 15 ruin, pendant 1 heure, chauffe a 100°C pendant 5 
min. puis centrifuge a 12000 g pendant 2 min.. La lecture du surnageant se fait a 

5 590 nm. L'activite specifique est exprimee en unites d'absorption optique ( UA), 
min" 1 mg proteine 1 , apres avoir dose la concentration de proteine dans chaqiie 
extrait par la methode de Bradford (Bradford, Anal.Biochem. 72, 248-254, 1976). 
Ainsi on trouve que F activite est quasiment nulle pendant les premieres 14 JAI, et 
apres augmente progressivement jusqu'a un pic autour de 28 JAI. Apres 28 JAI, 

io Tactivite baisse lentement. 



Test 3: Etapes de purification de Pendo-p-mannanase 

15 

Selon les resultats decrits precedemment la strategie de purification se 
poursuit en utilisant au moins 640 ml (750 grains) d'un extrait d'enzyme brut de 
28 JAI ayant une activite autour de 1.3 UA, min" 1 mg proteine" 1 x 10" 3 , un contenu 
de proteines totales d' environ 640 mg, et une activite totale de 832 UA min" 1 . 

20 

1. Precipitation au sulfate d' ammonium: 

Dans un premier temps l'extrait d' enzyme brut est fractionne par une 
precipitation au sulfate d'ammonium a 4°C. Le sulfate d'ammonium est ajoute 

25 lentement sous agitation jusqu'a un niveau de saturation de 35 % et la solution est 
ensuite centrifligee a 12000 g a 4°C pendant 20 min. Le precipitat ainsi obtenu a 
partir de 640 ml d'extrait enzymatique brut est repris dans 16 ml de tampon 
d' extraction, la concentration de proteine dans cet extrait etant autour de 3 mg ml" 1 
et Tactivite endo-p-mannanase autour de 13 UA min 1 mg" 1 x 10~\ soit un 

30 enrichissement de F enzyme de 10 et une recuperation de 624 UA min" 1 de 
F activite totale, soit 75 %. 

2. Separation par gel filtration: 

35 Suivant le fractionnement par precipitation en presence de sulfate 

d'ammonium, l'extrait est dessale a Faide d'une colonne PD-10 G-25M 
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(Pharmacia Biotech, Suede). L'elution est faite avec le tampon d'extraction 
supplements par 150 mM NaCl (tampon d'extraction + NaCl). La totalite de 
l'echantillon est ensuite fractionne sur une colonne HiPrep Sephacryl S-200 
(Pharmacia Biotech, Suede), volume 120 ml, prealablement equilibree avec le 
5 tampon d'extraction + NaCl et calibree avec les marqueurs du poids moleculaire. 
La separation est realisee a 4°C avec un debit de 0.46 ml min" 1 et F experience est 
repetee 4 fois, en utilisant chaque fois 4 ml de 1' extraction obtenue par 
precipitation au sulfate d' ammonium. Dans ces conditions, pour chaque separation 
1' activite endo-P-mannanase sort dans un volume total de 13 ml (en fractions de 1 

10 ml) avec un volume de retention aux alentours de 100 ml, ce qui correspond a un 
poids moleculaire d 5 environ 50000 Da. L'enrichissement est en moyenne de 9 par 
rapport a l'echantillon injecte sur la colonne avec une activite specifique autour de 
1 17 UA min" 1 mg" 1 x 10° , un contenu de proteine totale d'environ 2.25 mg et une 
recuperation d'activite de l'enzyme par rapport a l'EEB de 3 1 %. 

15 La proteine totale dans les 52 ml de solution est precipitee par un traiternent 

de sulfate d' ammonium a 80 % de saturation comme decrit ci-dessus, et la 
proteine est reprise dans 3 ml d'un tampon de Tris-HCl 20 mM pH 8, contenant 
Tinhibiteur de protease 'Complete' (Boehringer Mannheim, Allemagne), 1 
comprime 50 ml" 1 . Cette solution est ensuite dessalee comme decrit ci-dessus en 

20 eluant le materiel proteique avec le meme tampon Tris-HCl 20 mM pH 8. La 
proteine totale est recuperee dans environ 5 ml, avec une concentration d'environ 
0.4 mg ml" 1 (2 mg total), une activite de 115 UA min" 1 mg" 1 x 10" 3 , une activite 
totale de 230 UA min" 1 , une recuperation d'activite de V enzyme par rapport a 
l'EEB de 27 % et un facteur d'enrichissement de 88. Alternativement le materiel 

25 proteique peut etre garder a 4°C dans une solution de Tris-HCl 20 mM pH 8 
contenant 2.5 M sulfate d' ammonium. 
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3. Separation par echangeuse d'ion: 

Des essais etant realises prealablement pour etablir la titration en fonction 
5 du pH de l'activite endo-(3-mannanase, une colonne de 5 ml de phase stationnaire 
de DEAE Sepharose Fast Flow (Pharmacia Biotech, Suede) est equilibree avec le 
tampon Tris-HCl 20 mM pH 8 a 4°C. L'extrait dessale decrit ci-dessus (5 ml) est 
depose au sommet de la colonne et la separation se deroule a 4°C sans application 
de pression supplementaire. Une fois que l'echantillon a penetre dans la colonne 
10 celle-ci est lavee avec 15 ml du tampon Tris-HCl pH 8. Les proteines sont ensuite 
eluees avec le meme tampon contenant NaCl 500 mM. L'eluat sortant de la 
colonne est fractionne en cuvettes de 1 ml, controle pour le contenu de proteine a 
280 nm et l'activite endo-P-mannanase est dosee. Une activite totale de 209 UA 
min" 1 est recuperee dans 3 fractions, normalement dans les fractions 4, 5 et 6, dans 
15 un volume total de 3 ml, avec une concentration de proteine d'environ 110 jag.ml" 1 
et une activite specifique de 639 UA min" 1 mg" 1 x 10~ 3 . Ainsi, cet echantillon est 
enrichi de l'activite endo-p-mannanase d'un facteur de 491 par rapport a FEEB et 
represente une recuperation de V activite totale originale de 24 %. 

20 4. Separation par colonne d'affinite-Concanavaline A: 

Cette etape se deroule dans les memes conditions que la separation 
precedente. Une colonne est preparee avec 2 ml de phase stationnaire de 
Concanavaline A Sepharose (Pharmacia Biotech, Suede), equilibree avec 20 ml 

25 d'un tampon Tris-HCl 20 mM pH 7,4, NaCl 500 mM. L'echantillon decrit ci- 
dessus (3 ml) est depose sur la colonne, puis la colonne est lavee avec 10 ml du 
tampon d 5 equilibration. L'elution se fait avec le meme tampon contenant 300 mM 
methyl a-D-mannopyranoside (Sigma, St Louis, MO, USA, cat. n° M-6882) et 
Feluat est fractionne en cuvettes de 1 ml, controle a 280 nm et l'activite endo-p- 

30 mannanase dosee. L'activite totale endo-p-mannanase enrichie se distribue entre 
trois fractions de 1 ml, l'ensemble ayant une concentration de proteine moyenne 
autour de 1 [Xg.m\'\ une activite specifique de 3500 UA min" 1 mg" 1 x 10~ 3 , soit un 
enrichissement de 2.690, et une activite totale de 105 UA min" 1 , ce qui represente 
une recuperation de l'activite totale par rapport a l'EEB d'environ 12 %. 

35 Une analyse de cette fraction par SDS-PAGE revele la presence d'une 

bande proteique majeure ayant un poids moleculaire entre 45000 et 50000 Da. 
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LISTE DE SEQUENCES 



SOCIETE DES PRODUITS NESTLE S.A 
AVENUE NESTLE 55, 



5 (1) INFORMATIONS GENERALES : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: 

(B) RUE: 

(C) VILLE: VEVEY 

10 (D) ETAT OU PROVINCE: VAUD 

(E) PAYS : SUISSE 

(F) CODE POSTAL: 1800 

(G) TELEPHONE: 021 924 34 20 

(H) TELECOPIE: 02 1 924 28 80 

15 (ii) TITRE DE L' INVENTION: MANN ANAS E DE CAFE 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 7 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

20 (C) SYSTEME D 1 EXPLOITATION: PC -DOS /MS -DOS 

CD) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 1: 
25 (i) CARACTER I S T I QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1613 paires de bases 

(B) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
30 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

TTCATTAAAA ATGGCCTTCT CCAGGAGAAG CAATATCAGC AACTTCTCTT GCTGCTTCCT 6 0 

35 TGTGATCATC GTCTTATCCC TGCATTGCGA AAAT CAT ATA GTTTCTTCTT CTGCTTCGCG 12 0 

CTTTATTCAA ACAAGAGGAA CCCGATTCGT GTTAGGTGGC TACCCATTTT TTTTCAATGG 18 0 

GTTCAACTCC TACTGGATGA TGCATGTTGC AG C TG AG C C A AGTGAAAGGC ATAAAATTTC 24 0 

40 

CAATGTATTT CGCGAGGCTG CTGCTACAGG GCTTACTGTT TGCCGGACAT GGGCATTCAG 30 0 

CGATGGTGGC GATCGAGCTC TTCAAATGTC CCCCGGAGTC TATGATGAAC GTGTCTTTCA 3 60 

45 GGCCCTTGAT TTTGTGGTAT CGGAAGCAAG GAAGTATGGA GTTCACTTAA TCCTGAGTCT 42 0 

GACCAACAAC TACAAGGACT TTGGAGGAAG GACGCAATAC GTGACGTGGG CTAAAAATGC 480 

CGGAGTACAA GTGAATAGCG ATGATGATTT TTACACCAAG AATGCTGTCA AGGGATATTA 54 0 

50 

CAAGAATCAC ATTAAGAAAG TGTTGACTAG GATCAACACA AT C AG TAG AG TTGCATATAA 60 0 

AGATGATCCA ACAGTCATGG CATGGGAGCT AATAAATGAA CCTCGTTGCC AGGTCGACTT 66 0 

55 CTCCGGAAAA ACCTTAAATG CTTGGGTTCA AGAAATGGCA ACTTACGTCA AATCACTCGA 72 0 

TAACAAACAC CTTCTAGAAA TAGGCATGGA GGGATTCTAC GGAGATTCAA TGCCAGGCAA 78 0 
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AAAGCAGTAC AATCCTGGAT ACCAAGTGGG CACAGATTTT ATCACCAATA ATCTTATCAA 84 0 

AGAGATAGAT TTTGCAACCA TTCATGCATA TCCCGATATT TGGCTGTCTG GACAGAGCGA 900 

5 

CGGTGCACAG ATGATGTTCA TGAGAAGGTG GATGAC CAGT CACTCCACAG ACTCTAAGAC 9 60 

CATACTTAAA AAAC CATTGG TTCTCGCTGA ATTTGGGAAA TCAAGTAAAG ATCCAGGATA 102 0 

10 CAGTTTATAT GCCAGGGAGT CATTCATGGC CGCAATTTAC GGTGATATCT ACAGGTTTGC 10 8 0 

TAGAAGAGGA GGCATTGCAG GTGGATTGGT TTGGCAAATC CTGGCCGAGG GAATGCAACC 114 0 

GTACGCAGAT GGGTATGAAA TTGTCTTGTC TCAGAACCCA TCAACCGGAC GAATCATAAG 12 0 0 

15 

CCAACAGTCT CGACAAATGA CTTCACTCGA CCATATGAGC AGTAATAGAA CCAATTCTCA 12 6 0 

AAGCAACAAA CTGCGCAATT C AAAGG AG C A GTGATCAGTC TTCCAGAAAG TCTACTTGAG 13 2 0 

20 TTTGTT CGTA TGTCAAAATC AAGTATCAAC CATAGAAATT TCCATTATAT TCGGAGTGTT 13 8 0 

TTAGTCAAGT TCTAGTAATA CCGCTGGAGT CATGATAGTT ATGACAGTAA TACCGCTGGA 14 4 0 

GTCAAGTTCT AGTAATACCG TTGGAGTCAA GTTATGATAG TTATTTAAAA ATTAGTATTT 15 0 0 

25 

TATTACAAAT TTGTTATTGT TGTGAGACTT GTTTATTAAG TAAATGGAAA GTCTTATCAT 15 6 0 

TATTATCATT TGAGAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAA 1613 

30 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 42 7 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
35 (C) NOMBRE DE BRINS : 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 2: 

40 Met Ala Phe Ser Arg Arg Ser Asn lie Ser Asn Phe Ser Cys Cys Phe 

15 10 15 

Leu Val lie lie Val Leu Ser Leu His Cys Glu Asn His lie Val Ser 
20 25 30 



45 



Ser Ser Ala Ser Arg Phe lie Gin Thr Arg Gly Thr Arg Phe Val Leu 
35 40 45 



Gly Gly Tyr Pro Phe Phe Phe Asn Gly Phe Asn Ser Tyr Trp Met Met 

50 50 55 60 

His Val Ala Ala Glu Pro Ser Glu Arg His Lys He Ser Asn Val Phe 

65 70 75 80 

55 Arg Glu Ala Ala Ala Thr Gly Leu Thr Val Cys Arg Thr Trp Ala Phe 

85 90 95 
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15 



20 



25 



35 



40 



50 



55 



20 



Ser Asp Gly Gly Asp Arg Ala Leu Gin Met Ser Pro Gly Val Tyr Asp 

Glu Arg Val Phe Gin Ala Leu Asp Phe Val Val Ser Glu Ala Arg Lys 

120 125 

Tyr Gly Val His Leu He Leu Ser Leu Thr Asn Asn Tyr Lys Asp Phe 

135 140 

Gly Gly Arg Thr Gin Tyr Val Thr Trp Ala Lys Asn Ala Gly Val Gin 

Val Asn Ser Asp Asp Asp Phe Tyr Thr Lys Asn Ala Val Lys Gly Tyr 
165 17 0 175 



Tyr Lys Asn His He Lys Lys Val Leu Thr Arg He Asn Thr II 



180 



e Ser 



185 190 
Arg Val Ala Tyr Lys Asp Asp Pro Thr Val Met Ala Trp Glu Leu IU 



!95 200 



205 



Asn Glu Pro Arg Cys Gin Val Asp Phe Ser Gly Lys Thr Leu Asn Ala 
210 215 220 

Trp val Gin Glu Met Ala Thr Tyr Val Lys Ser Leu Asp Asn Lys His 
225 230 235 240 

Leu Leu Glu He Gly Met Glu Gly Phe Tyr Gly Asp Ser Met Pro Gly 
30 245 250 255 

Lys Lys Gin Tyr Asn Pro Gly Tyr Gin Val Gly Thr Asp Phe He Thr 
260 265 270 



Asn Asn Leu He Lys Glu He Asp Phe Ala Thr lie His Ala Tyr Pro 
275 280 



285 



Asp He Trp Leu Ser Gly Gin Ser Asp Gly Ala Gin Met Met Phe Met 



290 295 



300 



Arg Arg Trp Met Thr Ser His Ser Thr Asp Ser Lys Thr He Leu Lys 
305 310 315 



320 



Lys Pro Leu Val Leu Ala Glu Phe Gly Lys Ser Ser Lys Asp Pro Gly 
45 325 330 335 



Tyr Ser Leu Tyr Ala Arg Glu Ser Phe Met Ala Ala He Tyr Gly Asp 

He Tyr Arg Phe Ala Arg Arg Gly Gly He Ala Gly Gly Leu Val Trp 
355 350 365 

Gin He Leu Ala Glu Gly Met Gin Pro Tyr Ala Asp Gly Tyr Glu He 

375 380 



Val Leu Ser Gin Asn Pro Ser Th 

385 390 395 



r Gly Arg He He Ser Gin Gin Ser 

400 
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Arg Gin Met Thr Ser Leu Asp His Met Ser Ser Asn Arg Thr Asn Ser 
405 410 415 

Gin Ser Asn Lys Leu Arg Asn Ser Lys Glu Gin 
420 425 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
TO (A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

CO NOMBRE DE BRINS : simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 
( ii ) TYPE DE MOLECULE : Autre acide nucleique 
15 (A) DESCRIPTION: /desc = "OLIGONUCLEOTIDE DE 

SYNTHESE" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 3: 
GGNATGGARG GNTTYTAYGG 2 0 

20 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 15 paires de bases 
25 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "OLIGONUCLEOTIDE DE 
30 SYNTHESE" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 4: 

35 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
40 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "NUCLEOTIDE DE SYNTHESE" 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

45 AAATCTGTGC CCACTTG 17 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
50 (A) LONGUEUR: 17 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
55 (A) DESCRIPTION: /desc = "NUCLEOTIDE DE SYNTHESE 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 6: 
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GTAAAACGAC GGCCAGT 17 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 
5 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 paires de bases 
<B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

10 (ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = " NUCLEOTIDE DE SYNTHESE" 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO : 7: 

CAGGAAACAG CTATGAC 17 

15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 
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Revendications 

L Fragment d'ADN issu de cafe codant pour au moins une enzyme impliquee 
dans Thydrolyse de polysaccharides constitues au moins de molecules de 
5 mannanes pures ou ramifies lies entre elles par une liaison P (l->4). 

2. Fragment d'ADN selon la revendication 1 codant pour au moins une endo-p- 
mannanase. 

10 3. Fragment d'ADN selon les revendications 1 et 2 presentant la sequence 
nucleique SEQ ID NO:l. 

4. Fragment d ? ADN selon la revendication 3 comprenant au moins les nucleotides 
11a 1292 de la sequence nucleique SEQ ID NO: 1 . 

15 

5. Fragment d'ADN qui est homologue ou qui s'hybride a un fragment d'ADN 
selon Tune des revendications 3 et 4. 

6. Vecteur recombinant comprenant un fragment d'ADN selon Tune des 
20 revendication 3 a 5. 

7. Utilisation de tout ou partie de fragments d'ADN selon les revendications 3 a 
5, d'au moins lOpb, comme amorce pour faire une PCR ou comme sonde pour 
detecter in vitro ou modifier in vivo au moins un gene de cafe codant pour au 

25 moins une endo-P-mannanase. 

8. Protein e issue de la graine de cafe codee par un gene de cafe et impliquee dans 
Thydrolyse de polysaccharides constitues au moins de molecules de mannanes 
pures ou ramifies lies entre elles par une liaison p (l->4) et ayant la sequence 

30 en acides aminee SEQ ID NO:2 ou toute sequence en acides amines 

homologue a cette demiere. 

9. Cellule vegetale comprenant, integre dans son genome ou par le moyen d'un 
vecteur recombinant, un fragment d'ADN codant pour au moins une enzyme 

35 impliquee dans Thydrolyse de polysaccharides constitues au moins de 
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molecules de mannanes pures ou ramifies lies entre elles par une liaison 

J3(l->4). 

10. Cellule vegetale selon la revendication 9 comprenant un fragment d'ADN 
5 selon Tune des revendications 3 a 5. 

11. Cellule vegetale selon les revendications 9 et 10 caracterisee par le fait qu'il 
s'agit d'une cellule de cafe. 

io 12.Plante ou graine constitutes de cellules vegetales selon Tune des 
revendications 9 a 1 1 . 

13. Microorganisme comprenant, integre dans son genome ou par le moyen d'un 
plasmide replicable, un fragment d ? ADN selon Tune des revendications 3 a 5 

15 de maniere a ce qu'il exprime au moins une enzyme impliquee dans l'hydrolyse 

de polysaccharides constitues au moins de molecules de mannanes pures ou 
ramifies lies entre elles par une liaison (3 (l->4). 

14. Composition alimentaire, cosmetique ou pharmaceutique comprenant un 
20 fragment d'ADN selon les revendications 1 a 5 ou une proteine selon la 

revendication 8 . 

15. Procede de traitement de grains de cafe, dans lequel on utilise toute ou partie 
de la proteine selon la revendication 8. 

25 
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Abrege 

Mannanase de cafe 

5 Fragment d'ADN issu de cafe codant pour au moins une enzyme impliquee dans 
l'hydrolyse de polysaccharides constitues au moins de molecules de mannanes 
pures ou ramifies lies entre elles par une liaison (5 (l->4). 
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